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L. brevis の一部の株は、低 pH に対する耐性、胆汁酸に対する耐性、腸管上皮由来
の細胞への付着性を示すことから、プロバイオティクスとしての候補株であると報告さ
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れている 6-8)。しかし、宿主に対する L. brevis のプロバイオティクスとしての機能につい
て実際に調べた研究報告は、L. brevis KB290 以外にほとんどない。日本の伝統的な







から、L. brevis KB290 はプロバイオティクスとしての性質を有すると考えられている。
















Lebeer ら 16)は、胆汁酸処理によって L. rhamnosus GG株のバイオフィルム形成が促











んでいる胆汁酸耐性機構について、L. brevis KB290をはじめとする L. brevis について
は充分解明されていないのが現状である。これらの機構を解明することは、既にプロ
バイオティクスとしての性質を有する L. brevis KB290だけでなく、漬物をはじめ様々な
発酵食品から分離される L. brevis の様々な発酵食品製造への応用などに、幅広く貢
献すると考えられる。 
本研究では、日本の伝統的な発酵食品から分離された L. brevis の胆汁酸耐性機
構の解明を目的とした。まず、プロバイオティクスとしての性質を有する L. brevis 
KB290 の凝集性に着目し、親株である KB290 からプラスミドを喪失することで非凝集
株となった突然変異株 L. brevis KB39225)を比較対象として用いることで、細胞の表層
結合型細胞外多糖（cell-bound EPS; EPS-b）と胆汁酸耐性の関連について知見を得








































機酸産生量を増加させ、整腸作用をもたらすと考えられている 25)。Nobuta ら 9)は、便
秘傾向者に対して L. brevis KB290 を摂取させた結果、糞便中の酢酸など、有機酸量
が有意に増加したことを報告している。また同じ研究において、被験者の糞便から、
常在乳酸菌と比較して L. brevis KB290 が高い割合で検出されることから、L. brevis 
KB290 がヒト消化管において高い生残性を有することを示唆した 9)。すなわち、ヒトの
消化管における胃酸や消化酵素、胆汁酸に対して、L. brevis KB290 は何らかの耐性
機構を有することが考えられたが、その作用機序は不明であった。 
これまでのゲノム研究により、L. brevis KB290 の染色体サイズは 2,395,134 bp であ
り、9 種類のプラスミドを保有することが知られている 26)。これらのプラスミドのうち、最
もサイズの大きい pKB290-1（42,449 bp）が、L. brevis KB290 の特徴的な性質である
凝集能やユニークなコロニーの立体形状（コンペイトウ状）に寄与することが示されて
いる 26)。また併せて、pKB290-1が人工消化液中の増殖率を向上させる可能性がある
ことが示唆されている 26)。L. brevis KB392 は、L. brevis KB290 を培養することによって
偶然に得られた、突然変異株である。L. brevis KB392 は L. brevis KB290 と比較する
と凝集能を持たず、コロニーの立体形状も L. brevis KB290 と異なり、レンズ状となる。
またゲノム研究の結果、L. brevis KB392 は pKB290-1、-2、-3 が欠落していることが
明らかとなり、人工消化液中の増殖率も L. brevis KB290 と比較して低いことが示され
た 26)。これらの詳細なメカニズムについては明らかになっていないが、これらの知見
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から、L. brevis KB290 の特徴的な性質である凝集能は、消化液中の何らかの成分に
対する耐性機構が関与すると考えられた。 
Akatani ら 27)は、L. brevis KB290 の凝集能について、細胞の表層に結合する細胞
外多糖（cell-bound exopolysaccharide; EPS-b）が関与する可能性があることを予見し
た。また他の微生物についても、細胞表層の EPS-b が凝集能に寄与することについ
て報告されている 28-29)。また、細胞表層の EPS-b は消化液に対する耐性に寄与する
ことが、プロバイオティクスである乳酸菌 16, 29)やビフィズス菌 17, 30)においても明らかとさ
れている。そこで L. brevis KB290 の耐性が人工消化液のどの成分に対して発揮され











本章では L. brevis KB290 および L. brevis KB392 を用いた。これらの株を MRS 液
体培地（Oxoid, Hampshire, UK）を用いて 30℃で 24時間静置培養し、最終濃度が 15%
（v/v）となるようにグリセロールを添加し、ディープフリーザー中で-80℃下に保存した。
実験に用いる際にこれらを解凍してMRS 液体培地に 1%（v/v）接種し、30℃で 24時間
静置培養した。さらに同条件で継代培養を行い、被験菌株培養液とした。この被験菌
株培養液を 0.1%（w/v）の寒天と 0.85%（w/v）の塩化ナトリウムを含む希釈液を用いて





  ホモジナイズ処理は以下の通り行った（Fig. 2-1）。被験菌株培養液 10 mLを遠心
分離（8,000 g, 10 分間, 5℃）して上清を除き、滅菌生理食塩水 10 mLで菌体を 2回洗
浄した。洗浄後の菌体に新鮮なMRS 液体培地 10 mLに懸濁し、ポリトロンホモジナイ






本研究で用いた人工消化液の組成を Table 2-1 に示した。すなわち、人工胃液は、
0.85%（w/v）の塩化ナトリウム、0.1%（w/v）のブタ胃ムチン（Sigma-Aldrich, St. Louis, 
Missouri）を溶解させたのちに 6 M の塩酸で pH を 2.85 に調整した。この溶解液を









チンを添加しなかったもの〔Enzyme (-)〕、胆汁酸塩を添加しなかったもの〔Bile salt 
(-)〕、ならびにトリプシン、パンクレアチンおよび胆汁酸塩を添加しなかったもの
〔Enzyme (-)および Bile salt (-)〕、4 種類の人工腸液を準備した。人工消化液中での
増殖率は以下の通り調べた（Fig. 2-2）。被験菌株培養液あるいはホモジナイズ処理
菌液を人工胃液に 10%（v/v）となるように混合し、37℃で 3 時間保持した。保持後、こ
の人工胃液懸濁液をそれぞれ 4 種類の人工腸液（ホモジナイズ処理菌液は
Complete のみ）に対して 25%（v/v）となるように混合し、37℃で 7 時間保持した。人工
胃液添加前と保持後の生菌数は、（2）で述べた方法と同様に測定した。人工消化液
中の増殖率は以下の通り算出した。 
増殖率＝（人工腸液 7 時間保持後の菌数×4）／（人工胃液添加前の菌数×0.1） 
 
2-2-5  EPS-b の抽出ならびに精製、構成糖の推定 
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  EPS-b の抽出は、Tallon らの方法 31)に従い、EDTA処理を用いて以下の通り実施
した（Fig. 2-3）。被験菌株培養液 10 mLを遠心分離（8,000 g, 10 分間, 5℃）して上清を
除き、滅菌生理食塩水で菌体を 2回洗浄した。洗浄後の菌体を 50 mMの EDTA二ナ
トリウム（同仁堂、熊本）もしくは滅菌 PBS（ニッスイ、東京）5 mLに懸濁し、スターラー
を用いて、5℃で 4 時間、緩やかに撹拌し処理した。撹拌後に遠心（8,000 g, 10 分間, 
5℃）し、菌体と上清に分けた。菌体は 10 mL の滅菌 PBS に懸濁させた。EDTA にて
処理した菌体を EDTA処理菌液とし、PBS にて処理した菌体を PBS処理菌液とした。
EPS-b は以下の通り粗精製を行った。EDTA処理菌液を得る際に、遠心分離によって
得られた EDTA 上清に、2 倍量（v/v）の冷エタノール（関東化学、東京）を加え、5℃で
一晩放置し、遠心分離（16,000 g, 30 分間, 5℃）して沈殿を得た。この沈殿を蒸留水 10 
mLに懸濁し、透析膜（Spectra/Por, VWR International, Radnor, Pennsylvania、MWCO 
6-8kDa）を用いて 3 Lの蒸留水に対して 2日間、透析した（水交換 3回/日）。透析後
に透析内液を凍結乾燥し、50 mMの Tris-HCl緩衝液に懸濁させ、2 µg/mLの DNase
（Sigma-Aldrich）、0.2 µg/mLの RNase（Sigma）を加えて、37℃で 6 時間保持した後に、
さらに 20 µg/mLの proteinase K（タカラバイオ、滋賀）を加えて 37℃で 16 時間保持し
た。保持後に 95℃で 10 分間、酵素を失活させて室温まで冷却し、2倍量の冷エタノー
ルを加えて 5℃で一晩放置し、遠心分離（16,000 g, 30 分間, 5℃）して沈殿を得た。得
られた沈殿を前述の条件にて透析し、凍結乾燥して得られたものを EPS-b とした。こ
れらの糖含量をフェノール硫酸法 32)にて測定し、2-2-2 にて測定した生菌数と比較す
ることで、109 cfu あたりのグルコース換算量で算出した。EPS-b の構成糖の推定は、
Yasuno らの方法 33)に従って解析した。EPS-b を 4 M TFA（Jオイルミルズ、東京）に懸
濁させて、100℃で 4 時間、加水分解し、遠心濃縮器で溶媒を蒸発させた。ABEE 
labeling kit （J オイルミルズ）を用いて加水分解後の単糖を蛍光標識し、Honenpak 
C18 カラム（J オイルミルズ）を装着した高速液体クロマトグラフィー（日立、東京）にて






Kimoto らの方法 23)に従い、一部を改編して行った。2-2-5 にて調製した EDTA 処
理菌体と PBS処理菌体を遠心分離（8,000 g, 10 分間, 5℃）して上清を除き、滅菌 PBS
で菌体を洗浄した。これらの洗浄菌体を、滅菌 PBS もしくはフィルター（0.2 µm）除菌後
に終濃度が 0.2%（w/v）となるように添加した胆汁酸塩を含む滅菌 PBS に懸濁させて
37℃で 3 時間保持し、保持後の菌数を 2-2-2 に準じて測定した。胆汁酸耐性は以下
の通り算出した。 
耐性＝（胆汁酸を含む PBS で保持した際の菌数）／（PBS で保持した際の菌数） 
 
2-2-7 透過型電子顕微鏡による撮影 
  Lebeer らの方法 34)に従い、L. brevis KB290 および L. brevis KB392 の MRS 培養






















人工胃液 Complete Enzyme (-) Bile salt (-)
Enzyme (-)
Bile salt (-)
塩化ナトリウム 0.85% (w/v) 0.85% (w/v) 0.85% (w/v) 0.85% (w/v) 0.85% (w/v)
ブタ胃ムチン 0.1% (w/v) 0.1% (w/v) 0.1% (w/v) 0.1% (w/v) 0.1% (w/v)
胆汁酸塩 NA 0.2% (w/v) 0.2% (w/v) NA NA
GAM培地 NA 0.59% (w/v) 0.59% (w/v) 0.59% (w/v) 0.59% (w/v)
ペプシン 0.04% (w/v) NA NA NA NA
トリプシン NA 0.04% (w/v) NA 0.04% (w/v) NA
パンクレアチン NA 0.04% (w/v) NA 0.04% (w/v) NA

































L. brevis KB290 は L. brevis KB392 と比較して、Complete もしくは Enzyme (-)の人
工腸液を用いた際の増殖率は有意に（P < 0.05）高かった（Fig. 2-4）。しかし Bile salt 
(-)もしくはEnzyme (-)およびBile salt (-)の人工腸液を用いた際の増殖率は、L. brevis 
KB290 と L. brevis KB392 との間に有意な差は認められなかった（Fig. 2-4）。 
 
2-3-2 EDTA 処理菌液の胆汁酸耐性について 
 L. brevis KB290、L. brevis KB392 ともに、PBS 処理と EDTA 処理による菌数の違い
は認められなかった（データ示さず）。PBS 処理をした L. brevis KB290 は、同じ処理の
L. brevis KB392 と比較して、有意に（P < 0.05）高い胆汁酸耐性を示した（Fig. 2-5）。一
方で EDTA 処理をした L. brevis KB290 は、同じ処理の L. brevis KB392 と同程度の胆




  L. brevis KB290、L. brevis KB392 ともに、ホモジナイズ処理前後において、菌数の
違いは認められなかった（データ示さず）。無処理、ホモジナイズ処理の両群において、
L. brevis KB290 は L. brevis KB392 と比較して有意に（P < 0.05）高い増殖率を示した
（Fig. 2-6）。一方でホモジナイズした L. brevis KB290 は無処理の L. brevis KB290 と
比較して有意に（P < 0.05）低い増殖率を示した（Fig. 2-6）。 
 
2-3-4 無処理もしくはホモジナイズ処理した菌体の EPS-b 量 
 無処理の L. brevis KB290 は、同じ処理の L. brevis KB392 と比較して、EPS-b 量が
 17
有意に（P < 0.05）多かった（Fig. 2-7）。一方でホモジナイズ処理した L. brevis KB290
と L. brevis KB392 の EPS-b 量に違いは見られなかった（Fig. 2-7）。 
 
2-3-5 透過型電子顕微鏡による EPS-b の観察 
 無処理の L. brevis KB290 の周囲には EPS-b と思われる陰影が観察されたが、L. 
brevis KB392 では陰影は少なく、EDTA 処理またはホモジナイズ処理した L. brevis 
KB290 では陰影はほとんど観察されなかった（Fig. 2-8）。 
 
2-3-6 加水分解した EPS-b の高速液体クロマトグラフィーによる糖組成推定 
 L. brevis KB290 から抽出された EPS-b から、グルコースならびに N - アセチルグル
コサミンと同等の保持時間である 2 種類のピークが検出され、これらのモル比は、お




結果は平均 + 標準偏差で表示（n = 3)
増殖率 = （人工腸液7時間保持後の菌数×4）／（人工胃液添加前の菌数×0.1）





結果は平均 + 標準偏差で表示（n = 3)
胆汁酸耐性 = （胆汁酸を含むPBSで保持した際の菌数）／（PBSで保持した際の菌数）
*; 同一処理の菌株間で有意差あり（Tukey’s, P < 0.05)





結果は平均 + 標準偏差で表示（n = 3)
増殖率 = （人工腸液7時間保持後の菌数×4）／（人工胃液添加前の菌数×0.1）
*; 同一処理の菌株間で有意差あり（Tukey’s, P < 0.05)






結果は平均 + 標準偏差で表示（n = 3)




(a) KB290, (b) KB392, (c) EDTA処理したKB290,  (d) ホモジナイズ処理したKB290









(a) KB290, (b) KB392, (c) 単糖標準品（各2 µM）
-加水分解条件-
4M TFA (100℃, 3 hrs)
-HPLC条件-
流量：1 mL/min.
カラム：Honenpak C18 (4.6φ×75 mm)
移動相：0.2M potassium borate buffer/MeCN (93/7)
標識： 4-aminobenzoic acid ethyl ester












本章では、プロバイオティクスとして知見が得られている L. brevis KB290 について、
その凝集性に着目して、消化液に対する耐性機構を調べた。4 種類の人工腸液を用
いて調べた結果、胆汁酸が存在しない人工腸液を用いた際に L. brevis KB290 と L. 
brevis KB392 の増殖率の違いが認められなくなること、また両株の胆汁酸耐性に違





章の結果から、EDTA による化学的な処理において L. brevis KB290 の胆汁酸耐性が
低下し、剪断応力を利用したホモジナイズによる物理的な処理において L. brevis 
KB290 の人工消化液中での増殖率が低下したが、これらの処理によって L. brevis 





これらの EPS 研究にも使用されることがある 35)。しかしこの培地には酵母エキス由来
の多糖が多く含まれているため、これらの混入が心配される場合がある。また、そも
そも分泌型の EPS を調べる際には適していないため、乳成分をベースとした培地が
使用される 35)。本研究では L. brevis KB290 の生育を良好に支持する MRS 培地を用
い、菌体を 2 度洗浄することで MRS 培地の持ち込みによる影響を極力少なくするよう
にして、EPS-b の抽出および解析を実施した。 
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EDTA 処理は乳酸菌の EPS-b を抽出する方法として、L. plantarum 31)、L. 
pentosus
36) 、L. rhamnosus16)、そして L. salivarius37)など、様々な菌種において用いら
れている。特に、L. rhamnosus では、遺伝子解析の結果も併せて、EPS-b がペプチド
グリカン層に結合していることが示されている 34)。またこの結合様式については、共有
結合ではなく、イオン結合や水素結合、疎水的な相互作用などの弱い結合であること
が示唆されている 31)。本章において、EDTA 処理により抽出された EPS-b 量が L. 
brevis KB290 で多く、L. brevis KB392 で少なかったことから、L. brevis KB290 において
も同様に EPS-b がペプチドグリカン層に弱く結合していることが示唆された。またホモ
ジナイズ処理をすることで、微生物から EPS-b が剥離することが知られている 38)。本
章においてもホモジナイズされることで L. brevis KB290 の EPS-b 量が減少した。胆汁
酸耐性が EDTA 処理やホモジナイズ処理によって低下したこと、そしてこれらの処理
によってEPS-bが細胞表層から抽出されたことから、L. brevis KB290において胆汁酸
耐性機構に寄与するものは EPS-b であると考えられた。 
EPS-b を含む、細胞外多糖による胆汁酸耐性機構としては、直接的な EPS-b 産





実際に L. rhamnosus において、胆汁酸耐性が増加した菌体では透過型電子顕微鏡
によって細胞外多糖が増加したという観察も行われている 34)。本章での透過型電子
顕微鏡による観察では、L. brevis KB290 は EPS-b によって菌体が覆われており、L. 
brevis KB392 や化学的、物理的処理をした L. brevis KB290 では EPS-b に覆われて
いなかったことから、L. brevis KB290 も既報の結果と同様に、EPS-b が胆汁酸から菌
体を保護する役割を担うことが強く示唆された。一方で、乳酸菌体を覆う形で存在す
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る多糖について、莢膜性多糖（Capsular polysaccharide; CPS）と呼ぶことがある 40)。莢
膜性多糖は墨汁染色により、菌体の周囲に白く抜けた部分が観察され 40)、プレート上
のコロニーを釣菌する際に糸を引くような形状が観察される 41)が、L. brevis KB290 で
はこの両方について観察されなかった（カゴメ㈱研究開発本部社内データ）。従って、
現時点では L. brevis KB290 の EPS-b は CPS の可能性があるものの、CPS とまでは
呼称できないと考え、既報に合わせて EPS-b と呼称することとした。 









い。Pigeon らは、ヨーグルトのスターター乳酸菌である L. delbrueckii ssp. bulgaricus










本章では、L. brevis KB290 の EPS-b はグルコースおよび N - アセチルグルコサミ
ンで構成されることが判った。また標準単糖との比較において、その構成比は大まか
に 1:1から 3:2 であることが推測された。これまでにグルコースと N-アセチルグルコサ








ゲノム解析の結果から、L. brevis KB290 が保有する pKB290-1には、37遺伝子群
が存在することが知られている（Table 2-2）26)。これらの遺伝子の中で、糖転移酵素
（glycosyltransferase）と推測される 2 種類の遺伝子（LVISKB_P1_0027 および
LVISKB_P1_0028 ）と 、輸送体 （ Transporter ）に関連す る と 推 測 さ れ る 遺 伝 子
（LVISKB_P1_0029）が、L. brevis KB290 の凝集能や EPS-b 産生に関与する可能性が
あることが知られている（カゴメ㈱研究開発本部社内データ）。本章で推測された、L. 
brevis KB290 が産生する EPS-b は、グルコースおよび N - アセチルグルコサミンが
約 1 : 1で存在することが判ったが、これは 2 種類の糖転移酵素（LVISKB_P1_0027お
よび LVISKB_P1_0028）により、それぞれ UDP-グルコースと UDP- N - アセチルグル










本章では、L. brevis KB290 の EPS-b が細胞表層を覆うことによって、胆汁酸耐性
機構として寄与することを明らかにした。しかしながら、この機構は凝集能を有する L. 
brevis KB290 独自の機構である可能性が考えられた。そこで次章では、L. brevis 




LVISKB_P1-0001 DNA topoisomerase 3
LVISKB_P1-0002 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0003 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0004 Conjugation protein
LVISKB_P1-0005 Conjugal transfer protein traG
LVISKB_P1-0006 Protein TrsJ
LVISKB_P1-0007 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0008 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0009 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0010 Membrane TMS
LVISKB_P1-0011 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0012 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0013 Protein TrsC
LVISKB_P1-0014 Membrane TMS
LVISKB_P1-0015 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0016 Conjugal transfer protein traA
LVISKB_P1-0017 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0018 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0019 ATPase
LVISKB_P1-0020 ATPase
LVISKB_P1-0021 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0022 41 kDa protein
LVISKB_P1-0023 Hypothetical protein
LVISKB_P1-0024 Cobyrinic Acid Ac-Diamide Synthase
LVISKB_P1-0025 Probable transposase for insertion-like sequence element IS1161
LVISKB_P1-0026 Putative DNA-invertase from lambdoid prophage Qin
LVISKB_P1-0027 Glycosyltransferase
LVISKB_P1-0028 Glycosyltransferase
LVISKB_P1-0029 Related glycosyltransferases of PMT family 
LVISKB_P1-0030 Conserved hypothetical protein
LVISKB_P1-0031 UvrD/REP Helicase
LVISKB_P1-0032 Hypothetical protein
LVISKB_P1-0033 Type IIS restriction enzyme Eco57I
LVISKB_P1-0034 Modification methylase Eco57IB
LVISKB_P1-0035 Hypothetical protein
LVISKB_P1-0036 Uncharacterized protein pXO2-81/BXB0111/GBAA_pXO2_0111










  第二章では、プロバイオティクスの機能を有する L. brevis KB290 の消化液中での
耐性機構について、突然変異株である L. brevis KB392 と比較することで、L. brevis 
KB290 が胆汁酸耐性を有すること、そしてその耐性機構に EPS-b が関与することが
強く示唆されることが判った。しかしこの耐性機構には L. brevis KB290 の特徴的な性
質である、凝集能との関係が示唆されたため、本株独自の機構である可能性が考え








世界中で食されている 48, 49)。L. brevis は偏性ヘテロ発酵をおこなう菌であり、乳酸や
酢酸、炭酸ガスなどを代謝することが知られている 5)。またヘテロ発酵によってジアセ
チルなどの独特の芳香成分も代謝するので、これらの伝統的な発酵食品の、独特の
酸味や風味形成に貢献していると考えられており 50)、発酵乳 51, 52)や肉製品 53, 54)、漬物
55, 56)など、世界中の発酵食品からの分離が報告されている。また風味への寄与だけ
でなく、L. brevis が産生するバクテリオシンによって抗菌作用が付与され、発酵食品








どっている 61)。そこで我々は 2005 年から日本全国において、100 年以上の食経験を
有する、地域独特の伝統的な漬物16種類を、自家消費用に作製している家庭から採
取した（Fig. 3-1）。この採取した漬物から、合計で1032株の乳酸菌を単離し、そのうち
11 種の漬物から、121 株の L. brevis を得た（Table 3-1）。 
  本章では、凝集能を有する L. brevis KB290 の研究において見出された、EPS-b に















本章で用いた菌株および分離源を Table 3-2 に示した。これらの株は MRS 液体培
地を用いて 30℃で 24時間静置培養し、最終濃度が 15%（v/v）となるようにグリセロー
ルを添加し、ディープフリーザー中で-80℃下に保存した。実験に用いる際にこれらを
解凍して MRS 液体培地に 1%（v/v）接種し、30℃で 24時間静置培養した。さらに同条
件で継代培養を行い、被験菌株培養液とした。この被験菌株培養液を 0.1%（w/v）の
寒天と 0.85%（w/v）の塩化ナトリウムを含む希釈液を用いて 10倍で段階希釈し、希釈





液 10 mLを、試験管ミキサー（Se-08, Taitech, 埼玉）を用いて、10秒間、激しく撹拌し
た。撹拌後、空のプレートに注ぎ、このプレートをカラーイルミネーター（富士フィルム、
東京）の上に置き、観察した。陽性対照として、凝集能を示す L. brevis KB290 を、陰
性対照とし、基準株であり、凝集性を示さないL. brevis JCM1059Tを用いた。凝集能を
示した株は、その凝集塊の大きさによって filiform（< 1 mm）、medium floc（1 - 5 mm）、











3-2-5 EPS-b の抽出ならびに精製、構成糖の推定 
  第二章2-2-5の方法に準じて行った。すなわち、3-2-3において凝集能を示した被
験菌株培養液 10mLを遠心分離（8,000 g, 10 分間, 5℃）して上清を除き、滅菌生理食
塩水で菌体を 2回洗浄した。洗浄後の菌体を 50 mMの EDTA二ナトリウムもしくはも
しくは滅菌 PBS 5 mLに懸濁させ、5℃で 4時間、緩やかに撹拌し処理した。撹拌後に
遠心し、菌体と上清を分けた。菌体を 10 mLの PBS に懸濁させた。EDTAにて処理し
た菌体を EDTA 処理菌液とし、PBS にて処理した菌体を PBS処理菌液とした。EDTA
菌液を遠心分離（8,000 g, 10分間, 5℃）して上清を得た。この上清に 2倍量（v/v）の冷
エタノールを加え、5℃で一晩放置し、遠心分離（16,000 g, 30 分間, 5℃）して沈殿を得
た。この沈殿を蒸留水 10 mLに懸濁し、透析膜を用いて 3 Lの蒸留水に対して 2 日間、
透析した（水交換 3 回/日）。透析後に透析内液を凍結乾燥して得られたものを粗精
製 EPS-b とした。これらの糖含量をフェノール硫酸法 32)にて測定し、3-2-2 にて測定し
た生菌数と比較することで、109 cfuあたりのグルコース換算量で算出した。EPS-b の
糖組成は Yasuno らの方法 33)に従い、解析した。EPS-b を 4 M TFA に懸濁させて、
100℃で 4時間、加水分解し、遠心濃縮器で溶媒を蒸発させた。ABEE labeling kitを用
いて加水分解後の単糖を蛍光標識し、Honenpak C18 カラムを装着した高速液体クロ






 第二章 2-2-6 の方法に準じて行った。すなわち、3-2-5 にて調製した EDTA処理
菌体と PBS処理菌体を遠心分離（8,000 g, 10 分間, 5℃）して上清を除き、滅菌 PBS
で菌体を洗浄した。これらの洗浄菌体を、滅菌 PBS もしくはフィルター除菌後に終濃
度が 0.2%（w/v）となるように添加した胆汁酸塩を含む滅菌 PBS に懸濁させて 37℃で
3時間保持し、保持後の菌数を2-2-2に準じて測定した。胆汁酸耐性は以下の通り算
出した。 
















しば漬け ナス、シソ、塩 102 - 105 5 – 8% 79 15
野沢菜漬け 野沢菜、塩 106 – 108 3 – 5% 62 4
青菜漬け 青菜、塩 102 – 107 2 – 9% 96 0
高菜漬け 高菜、塩 102 – 107 4 – 7% 51 19
赤かぶ漬け 赤カブ、キュウリ、塩 104 – 107 3 – 5% 94 4
すぐき すぐき菜、塩 105 – 108 3 – 5% 117 38
阿蘇高菜漬け 阿蘇高菜、塩 102 – 107 1 – 10% 51 2
ぺそら漬け ナス、トウガラシ、塩 104 – 107 5 – 10% 53 15
稲核菜漬け 稲核菜、塩 103 – 108 3 – 5% 60 0
しゃくし菜漬け しゃくし菜、塩 102 – 107 2 – 5% 33 2
くき漬け サトイモ、塩 102 – 106 3 – 5% 60 16
菜の花漬け 菜の花、トウガラシ、塩 102 – 105 8 – 10% 32 0
津田株漬け カブ、米ぬか、塩 102 – 108 2 – 5% 124 5
日野菜漬け 日野菜、塩 102 – 108 3 – 6% 58 1
太田かぶ菜漬け 太田かぶ菜、塩 101 – 104 8 – 10% 35 0
わさび漬け わさび、酒粕、塩 101 – 105 1 – 3% 27 0
合計 - - 1032 121
36




































































































































被験菌株 121 株のうち、8 株が凝集能を示し、113 株が凝集能を示さない、非凝
集株だった。凝集能を示した8株のうち、L. brevis KB1131、KB1140、KB1145がすぐき
由来、L. brevis 1282 がぺそら漬け由来、L. brevis KB1388、KB1389 がしゃくし菜漬け
由来、L. brevis KB1567、KB1584 が津田株漬け由来であった。これらの凝集株のうち、
filiform に分類されたのは L. brevis KB1131 と KB1140 の 2 株、medium floc に分類さ
れたのは L. brevis KB1145 と KB1567 の 2 株、large floc に分類されたのは L. brevis 
KB1282、KB1388、KB1389、KB1584 の 4 株であった（Fig. 3-2）。 
 
3-3-2 人工消化液中の増殖率 
  各被験菌株の人工消化液中での増殖率をTable 3-3に示した。凝集株と非凝集株
の人工消化液中における増殖率の平均に有意な差は見られなかった（P = 0.086、Fig. 
3-3）が、凝集株から選抜した large floc の増殖率の平均は、非凝集株と比較して有意
に（P < 0.05）高かった（Fig. 3-4）。 
 
3-3-3 凝集株から抽出された EPS-b 量と増殖率の相関 
  各凝集株から抽出された EPS-b 量を Table 3-4 に示し、それぞれの人工消化液中
の増殖率との相関を Fig. 3-5 に示した。凝集株の EPS-b 量と人工消化液中の増殖率
との間に正の相関（P < 0.05、r = 0.78）が見られた。 
 
3-3-4 EDTA 処理した large flock の胆汁酸耐性について 
  L. brevis KB290、KB1282、KB1388、KB1389、KB1584 の全ての株で、胆汁酸耐性
が L. brevis JCM1059T よりも有意に（P < 0.05）高かった（Fig. 3-6）。しかしこれらの株
 39
を EDTA 処理すると、PBS 処理と比較して胆汁酸耐性が有意に（P < 0.05）低下した
（Fig. 3-6）。 
 
3-3-5 加水分解した EPS-b の高速液体クロマトグラフィーによる糖組成推定 
  Filiform である L. brevis KB1131 と KB1140 から抽出された EPS-b では、グルコー
スと同等の保持時間であるピークが最も大きく検出された（Fig. 3-6）。Medium floc で
ある L. brevis KB1145 と KB1567 から抽出された EPS-b では、グルコースと N - アセ
チルグルコサミンと同等の保持時間であるピークが最も大きく検出された（Fig. 3-6）。
































































































































































Fig. 3-4 非凝集株とlarge flocの人工消化液中の増殖率の平均





菌株 分離源 凝集タイプ 増殖率 EPS-b
（µg / 109 cfu)*
KB1131 すぐき Filiform 2.13 1.80
KB1140 すぐき Filiform 1.93 1.30
KB1145 すぐき Medium floc 2.28 6.05
KB1282 ぺそら漬け Large floc 2.58 6.52
KB1388 しゃくし菜漬け Large floc 3.95 8.06
KB1389 しゃくし菜漬け Large floc 4.20 12.4
KB1567 津田かぶ漬け Medium floc 2.52 5.19
KB1584 津田かぶ漬け Large floc 2.99 10.6
KB290 すぐき（陽性対照） Large floc 2.32 9.85




スピアマンによる順位検定（P < 0.05, r = 0.78）
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Fig. 3-6 EDTA処理菌株の胆汁酸耐性
結果は平均 + 標準偏差で表示（n = 3)
胆汁酸耐性 = （胆汁酸を含むPBSで保持した際の菌数）／（PBSで保持した際の菌数）
*; 無処理のJCM1059Tと比較して有意差あり（Tukey’s, P < 0.05)



















































カラム：Honenpak C18 (4.6φ×75 mm)
移動相：0.2M potassium borate buffer/MeCN (93/7)
標識： 4-aminobenzoic acid ethyl ester













本章では、凝集能を有する L. brevis KB290 において確認された EPS-b による胆
汁酸の耐性機構について、L. brevis KB290 独自の耐性機構であるかを調べるため
に、日本の伝統的な発酵漬物から分離された 121 株の L. brevis を評価対象として調
べた。L. brevis KB290 と同様に、強く撹拌することで凝集能を示した 8 株を見出した




叢を正確に反映していない。しかし複数の漬物から凝集する L. brevis を分離すること




よりもこの増殖率が有意に高かったため、L. brevis KB290 と同様に、EPS-b がこれら
凝集株の増殖率に寄与する可能性があると考えた。これらの凝集株から EPS-b を抽
出し、その量と人工消化液中での増殖率との相関を調べると、正の相関が認められ
たことからも、この仮説が支持されると考えた。第 2 章にて、L. brevis KB290 を EDTA
処理して EPS-b を細胞表面から抽出すると、胆汁酸耐性が低下し、透過型電子顕微
鏡での観察によって、この処理により細胞表面から EPS-b がほとんど失われることを
報告した。本章においても、L. brevis KB290 と同様に large floc の 4 株について、全て
の株で EDTA 処理により胆汁酸耐性が低下した。これらのことから、large floc 株では、
L. brevis KB20 と同様に EPS-b による菌体保護作用があることが強く示唆された。ま
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た本章の結果から、large floc は、ヒトの消化管において増殖する能力が、非凝集性








medium floc、large floc と凝集塊の大きさが大きくなるにしたがって、N - アセチルグ
ルコサミンや N - アセチルマンノサミンなどの存在比が大きくなった。特に N - アセ
チルマンノサミンの存在は L. brevis KB290 の EPS-b では確認されていないため、極
めて興味深い結果となった。この結果から、今回見出したlarge flocとL. brevis KB290
は、その EPS-b の性質が異なる可能性がある。一方で、filiform、medium floc、large 
















乳酸菌には過酷な環境であると言われている 60)。L. brevis KB290 に特徴的な
pKB290-1 は、凝集や消化液中の生残性に寄与する可能性があることは既に報告さ
れている 26)が、pKB290-1 の遺伝子領域を BLASTP検索したところ、pKB290-1 の遺
伝子領域は L. brevis 由来ではなく、他の乳酸桿菌に由来する可能性があることが示










が、L. brevis KB290 と同様に、EPS-b によって胆汁酸耐性機構を保有する可能性が
あることを明らかにした。すなわち、第 2 章において、L. brevis KB290 で確認された
EPS-b による胆汁酸耐性機構は、他の凝集能を有する L. brevisにおいても同様に保














  第Ⅲ章では、プロバイオティクスの機能を有する L. brevis KB290 において見出さ
れた EPS-b による胆汁酸耐性機構は、日本の伝統的な発酵漬物由来である L. 






























とが、乳酸菌やビフィズス菌の研究によって明らかとされている 19, 20, 22)。一方で、不飽
和脂肪酸の割合を下げることで胆汁酸耐性を獲得するという報告もあり 21, 74)、脂肪酸
による統一的な作用機序については、現状において見出されていないと考えられて
いる 15)。L. brevis の脂肪酸組成については、これまでにいくつかの報告があり、C16:0、
C18:1、C19:0 で構成されていることが知られている 72)。またこれらの脂肪酸のうち、




来ある L. brevis について、その脂肪酸組成と胆汁酸耐性の関係を調べることは、意
義深いものがあると考えた。 
  そこで本章では、第二、第三章にて被験菌株とした L. brevis KB290 および KB392
と、日本の伝統的な発酵漬物から分離した 121 株から選抜した 53 株、そして基準株















本章で用いた菌株および分離源を Table 4-1 に示した。これらの株は MRS 液体培
地を用いて 30℃で 24 時間静置培養し、最終濃度が 15%（v/v）となるようにグリセロー
ルを添加し、ディープフリーザー中で-80℃下に保存した。実験に用いる際にこれらを




  Kimotoらの方法 23)に従い、一部を改変して行った。ウシ胆汁末（Becton, Dickinson, 
Annapolis, Maryland）を 10% (w/v)となるように蒸留水に溶解し、121℃、15 分間オート
クレーブにて滅菌した。滅菌した胆汁末溶液もしくは蒸留水150 µLを、MRS培地もしく
は MRS 改変培地（mMRS-A 培地；Tween 80 を添加せず、mMRS-B 培地；酢酸 Na を









 菌体からの脂肪酸抽出とメチル化は、Smittle らの方法 76)に従い行った（Fig. 
4-3）。4-2-3と同じ方法で培養した培養液50 mLを、遠心分離（8,000 g, 10 分間, 5℃）
して上清を除き、菌体を蒸留水で 3 回洗浄した。洗浄後の菌体を 15mL 容のガラス試
験管に移し、蒸留水 1 mL に懸濁した。そこへクロロホルムとメタノールの混合液（1 : 2）
を 3.75mL添加して、5℃で 100 分間静置した。静置中に 2 回、撹拌をおこなった。静置
後、遠心分離（3,000 g, 15 分間）し、上清を回収し、菌体に再度クロロホルムとメタノー
ルの混合液（1 : 2）を 3.75mL、蒸留水を 1 mL 加えて懸濁し、5℃で 30 分間静置した。
静置後、遠心分離（3,000 g, 15 分間）し、上清を回収し、先に回収した上清と一緒に合
わせた。この上清にクロロホルムを 2.5 mL、蒸留水を 2.5 mL添加し、遠心分離（3,000 
g, 15 分間）して、下層のクロロホルム層のみを回収し、窒素下において蒸発させた。
蒸発後、3 フッ化ホウ素メタノール溶液を 1mL 添加し、100℃で 2 分間加熱し、ヘキサ
ンを 2 mL と蒸留水を 2 mL 加え、懸濁した。懸濁後、遠心分離（3,000 g, 5 分間）して
上層のヘキサンを回収し、さらに蒸留水を 2 mL 加えて懸濁した。懸濁後、（3,000 g, 5
分間）して上層のヘキサンを回収し、窒素下で 0.5mL まで濃縮し、ガスクロマトグラム
用の容器に移し、分析まで‐20℃にて保存した。脂肪酸の分析は Dionisi らの方法 77)
に従い、ガスクロマトグラフィー（島津、京都）を用いて測定し、脂肪酸の標準品
（Bacterial Acid Methyl Ester Mix、Sigma-Aldrich）とリテンションタイムおよび分子量を
比較することで推定した。 
 
4-2-5 EPS-b 抽出と糖含量の測定 
  第三章 3-2-5 の方法に準じて行った。すなわち、4-2-3 において、蒸留水を添加し
た MRS 培地、mMRS-A 培地、mMRS-B 培地（いずれも胆汁酸を含まず）で培養した
被験菌株培養液 10mL を遠心分離（8,000 g, 10 分間, 5℃）して上清を除き、滅菌生理
食塩水で菌体を 2 回洗浄した。洗浄後の菌体を 50 mM の EDTA 二ナトリウムもしくは
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もしくは滅菌 PBS 5 mL に懸濁させ、5℃で 4 時間、緩やかに撹拌し処理した。撹拌後
に遠心し、菌体と上清を分けた。菌体を 10 mL の PBS に懸濁させた。EDTA にて処理
した菌体を EDTA 処理菌液とし、PBS にて処理した菌体を PBS 処理菌液とした。
EDTA菌液を遠心分離（8,000 g, 10分間, 5℃）して上清を得た。この上清に2倍量（v/v）
の冷エタノールを加え、5℃で一晩放置し、遠心分離（16,000 g, 30 分間, 5℃）して沈殿
を得た。この沈殿を蒸留水 10 mL に懸濁し、透析膜を用いて 3 L の蒸留水に対して 2
日間、透析した（水交換 3 回/日）。透析後に透析内液を凍結乾燥して得られたものを
粗精製 EPS-b とした。これらの糖含量をフェノール硫酸法 32)にて測定し、3-2-2 にて
測定した生菌数と比較することで、109 cfu あたりのグルコース換算量で算出した。 
 
4-2-6 凝集能の評価 
  第三章 3-2-3 の方法に準じて行った。4-2-3 において、蒸留水を添加した MRS 培
地、mMRS-A 培地、mMRS-B 培地（いずれも胆汁酸を含まず）で培養した L. brevis 





























Table 4-1 使用したL. brevis 被験菌株およびその分離源と凝集能
菌株 分離源 凝集能*
JCM1059T ヒト糞便 -








































KB1282 ぺそら漬け Large floc
KB1388 しゃくし菜漬け Large floc











KB1567 津田かぶ漬け Medium floc
KB1584 津田かぶ漬け Large floc
KB1663 日野菜漬け -
*: 第3章の結果から記載





ペプトン* 1% (w/v) 1% (w/v) 1% (w/v)
ラブ-レムコ末* 0.8% (w/v) 0.8% (w/v) 0.8% (w/v)
酵母エキス* 0.4% (w/v) 0.4% (w/v) 0.4% (w/v)
グルコース 2% (w/v) 2% (w/v) 2% (w/v)
Tween 80 0.1% (v/v) NA 0.1% (v/v)
リン酸水素二カリウム† 0.2% (w/v) 0.2% (w/v) 0.2% (w/v)
酢酸ナトリウム三水和物 0.5% (w/v) 0.5% (w/v) NA
クエン酸三アンモニウム 0.2% (w/v) 0.2% (w/v) 0.2% (w/v)
硫酸マグネシウム七水和物 0.02% (w/v) 0.02% (w/v) 0.02% (w/v)























































4-3-1 MRS 培地もしくは MRS 改変培地中での胆汁酸耐性 
被験菌株 56 株の MRS 培地、mMRS-A 培地、または mMRS-B 培地中の胆汁酸
耐性データを、それぞれTable 4-3、4-4、4-5に示した。また凝集株、非凝集株のそれ




平均値は MRS 培地、mMRS-A 培地、mMRS-B の順に高かった（Fig. 4-4）。これらの
細胞膜脂肪酸組成を調べるために、各培地における胆汁酸耐性の最上位 3 株を、凝
集株、非凝集株から選抜した（Table 4-4）。非凝集株からは、MRS 培地と mMRS-A 培
地における胆汁酸耐性の最下位3株を、mMRS-B培地からは、細胞膜脂肪酸が抽出




4-3-2  MRS 培地もしくは MRS 改変培地中での胆汁酸による脂肪酸の変化 
  MRS 培地、mMRS-A 培地、または mMRS-B 培地で培養した際の、各菌株の脂肪
酸組成のデータを、それぞれ Table 4-7、4-8、4-9 に示した。MRS 培地で培養した際
の、選抜した株の脂肪酸の平均を Fig. 4-5 に示した。凝集株の最上位 3 株では、胆汁
酸が存在することによって、C14:0、C16:0、C16:1、C19:0、未同定の脂肪酸の割合が
有意に（P < 0.05）減少し、C18:0 および C18:1 の割合が有意に（P < 0.05）増加した（Fig. 
4-5a）。最も割合が高くなったのは C18:1 であった（Fig. 4-5a）。非凝集株の最上位 3
株では、C14:0、C16:1、C19:0、未同定の脂肪酸の割合が有意に（P < 0.05）減少し、
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C12:0、C18:0、C18:1 の割合が有意に（P < 0.05）増加した（Fig. 4-5b）。最も割合が高く
なったのは、凝集株の最上位 3 株と同様、C18:1 であった（Fig. 4-5b）。一方、非凝集
株の最下位 3 株では、有意な割合の変化を示した脂肪酸は確認されなかった（Fig. 
4-5c）。mMRS-A 培地で培養した際の、選抜した株の脂肪酸の平均を Fig. 4-6 に示し
た。凝集株の最上位 3 株では、胆汁酸が存在することによって、C14:0 と C16:1 の割
合が有意に（P < 0.05）減少したが、有意に割合が増加した脂肪酸は確認されなかっ
た（Fig. 4-6a）。非凝集株の最上位 3 株では、C14:0 の割合が有意に（P < 0.05）減少し、
C19:0 の割合が有意に（P < 0.05）増加した（Fig. 4-6b）。非凝集株の最下位 3 株では、
C16:1 の割合が有意に（P < 0.05）減少したが、有意に割合が増加した脂肪酸は確認
されなかった（Fig. 4-6c）。mMRS-B 培地で培養した際の、選抜した株の脂肪酸の平
均を Fig. 4-7 に示した。凝集株の最上位 3 株では、胆汁酸が存在することによって、
C14:0、C16:1、C19:0 の割合が有意に（P < 0.05）減少し、C16:1 の割合が有意に（P < 
0.05）増加した（Fig. 4-7a）。最も割合が高くなったのは C16:1 であった（Fig. 4-7a）。非
凝集株の最上位 3 株では、C19:0、未同定の脂肪酸の割合が有意に（P < 0.05）減少し、
C18:1 の割合が有意に（P < 0.05）増加した（Fig. 4-7b）。最も割合が高くなったのは、
凝集株の最上位 3 株とは異なり、C18:1 であった（Fig. 4-7b）。非凝集株の下位 3 株で
は、C14:0、C16:1、C18:0、C19:0 の割合が有意に（P < 0.05）減少し、C16:1 の割合が
有意に（P < 0.05）増加した（Fig. 4-7c）。最も割合が高くなったのは、凝集株の上位 3
株と同じく C16:1 であった（Fig. 4-7c）。 
 
4-3-3 各培地で培養した際の凝集株の EPS-b 量測定 
  MRS 培地における、凝集株の最上位 3 株（Table 4-4、L. brevis KB290、KB1389、
KB1584）を選抜し、それぞれの培地における EPS-b 量を調べた。その結果、MRS 培
地と mMRS-A 培地で培養した際の EPS-b 量は、それぞれの菌株において優位な差
は確認されなかったが、mMRS-B 培地で培養した際には、それぞれの菌株において、
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有意に EPS-b 量が低下した（Fig. 4-8）。 
 
4-3-4  各培地で培養した際の凝集能 
   4-3-3 にて用いた L. brevis KB290、KB1389、KB1584 について、各培地での凝集
能を調べた。その結果、MRS培地とmMRS-A培地で培養した際には全ての株でlarge 
floc（> 5 mm）の凝集が確認されたが、mMRS-B 培地で培養した際には、全ての株で












KB290 3.89 2.76 70.8%
KB1131 3.80 2.34 61.5%
KB1140 3.62 2.31 63.9%
KB1145 4.12 2.58 62.5%
KB1282 3.58 2.06 57.7%
KB1388 3.96 2.51 63.3%
KB1389 4.09 2.73 66.9%
KB1567 3.58 2.34 65.5%
KB1584 3.98 2.80 70.4%
非凝集株
JCM1059T 1.97 1.10 56.0%
KB392 4.23 2.13 50.2%
KB605 3.62 2.21 61.0%
KB606 3.96 2.33 58.8%
KB643 4.23 1.32 31.2%
KB667 4.78 2.65 55.5%
KB876 3.97 2.74 68.8%
KB885 3.39 2.40 70.9%
KB905 2.22 0.98 44.3%
KB910 2.29 0.97 42.5%
KB911 2.30 1.34 58.2%
KB1029 4.46 1.73 38.7%
KB1030 3.95 2.11 53.3%
KB1040 3.82 2.30 60.2%
KB1041 3.80 2.76 72.7%
KB1053 3.61 1.62 44.9%
KB1055 3.83 2.57 67.2%









KB1071 4.04 1.85 45.6%
KB1072 3.91 2.24 57.2%
KB1076 4.00 2.23 55.8%
KB1095 3.44 1.63 47.5%
KB1096 4.25 2.74 64.3%
KB1104 4.22 2.41 57.0%
KB1141 3.49 1.97 56.5%
KB1142 3.78 1.85 48.8%
KB1143 3.74 2.05 54.9%
KB1149 3.17 1.09 34.3%
KB1186 3.44 2.08 60.6%
KB1218 3.87 1.55 39.9%
KB1257 3.96 1.62 40.9%
KB1258 4.36 2.58 59.1%
KB1260 2.92 1.53 52.3%
KB1265 3.60 2.10 58.3%
KB1272 3.75 1.64 43.6%
KB1277 2.78 1.76 63.2%
KB1407 3.10 1.55 49.9%
KB1409 3.32 2.20 66.3%
KB1415 3.10 1.59 51.3%
KB1416 2.86 1.57 55.0%
KB1418 2.92 1.60 54.7%
KB1420 3.14 1.78 56.6%
KB1427 3.92 2.22 56.6%
KB1440 3.19 1.57 49.2%
KB1448 3.26 1.68 51.6%
KB1452 3.06 2.27 74.3%
KB1663 4.10 2.45 59.8%
*1: 蒸留水を添加（終濃度0.3%）したMRSで24時間、30℃で培養時の濁度
*2: 胆汁酸を添加（終濃度0.3%）したMRSで24時間、30℃で培養時の濁度











KB290 2.19 1.29 58.6%
KB1131 2.73 1.51 55.4%
KB1140 2.58 1.41 54.7%
KB1145 2.47 1.22 49.5%
KB1282 2.74 1.42 51.9%
KB1388 2.45 1.23 50.1%
KB1389 2.47 1.20 48.5%
KB1567 1.98 1.03 52.0%
KB1584 2.44 1.27 52.0%
非凝集株
JCM1059T 1.77 0.94 53.2%
KB392 2.28 1.02 44.7%
KB605 1.78 1.06 59.3%
KB606 3.70 1.39 37.5%
KB643 3.23 1.48 45.8%
KB667 3.18 1.69 53.2%
KB876 3.31 1.64 49.4%
KB885 2.57 1.36 52.8%
KB905 2.84 0.84 29.7%
KB910 1.24 0.44 35.5%
KB911 1.16 0.66 57.1%
KB1029 3.58 1.68 47.0%
KB1030 3.15 1.29 40.8%
KB1040 2.75 1.19 43.1%
KB1041 2.38 0.85 35.7%
KB1053 2.13 0.70 33.0%
KB1055 2.80 0.97 34.6%









KB1071 2.85 1.38 48.4%
KB1072 2.55 0.81 31.7%
KB1076 2.62 1.20 45.8%
KB1095 2.09 1.10 52.6%
KB1096 3.38 1.50 44.3%
KB1104 2.29 1.13 49.4%
KB1141 2.25 1.03 45.9%
KB1142 2.65 0.89 33.4%
KB1143 2.51 0.92 36.6%
KB1149 2.24 0.88 39.3%
KB1186 2.74 1.21 44.1%
KB1218 2.54 1.10 43.3%
KB1257 2.80 1.37 49.0%
KB1258 2.48 1.08 43.6%
KB1260 2.02 1.03 50.8%
KB1265 2.47 1.09 44.1%
KB1272 2.49 1.06 42.5%
KB1277 1.20 0.56 46.7%
KB1407 1.71 0.82 47.6%
KB1409 1.60 0.73 45.8%
KB1415 1.69 0.87 51.4%
KB1416 1.69 0.87 51.6%
KB1418 1.68 0.68 40.6%
KB1420 1.73 0.92 53.5%
KB1427 1.68 0.76 45.5%
KB1440 1.73 0.71 41.0%
KB1448 1.70 0.82 48.5%
KB1452 1.74 0.92 53.1%















KB290 3.35 1.19 35.5%
KB1131 4.16 1.39 33.4%
KB1140 3.16 1.09 34.4%
KB1145 3.43 1.00 29.3%
KB1282 2.76 0.92 33.4%
KB1388 3.88 1.30 33.4%
KB1389 3.64 1.29 35.5%
KB1567 2.82 0.99 35.2%
KB1584 3.39 1.18 35.0%
非凝集株
JCM1059T 2.13 1.20 56.1%
KB392 3.38 1.22 35.9%
KB605 2.88 0.89 30.7%
KB606 3.87 1.20 30.9%
KB643 3.86 1.25 32.4%
KB667 4.14 2.25 54.3%
KB876 3.76 2.10 55.8%
KB885 3.25 1.82 56.0%
KB905 1.51 0.33 21.7%
KB910 1.46 0.51 35.0%
KB911 1.37 0.35 25.9%
KB1029 3.72 1.11 29.9%
KB1030 3.26 1.05 32.1%
KB1040 3.72 1.15 30.8%
KB1041 3.72 0.10 2.7%
KB1053 3.15 0.73 23.0%
KB1055 3.74 1.21 32.4%









KB1071 3.53 1.37 38.7%
KB1072 2.75 0.81 29.4%
KB1076 3.16 0.90 28.5%
KB1095 2.97 1.06 35.5%
KB1096 3.86 1.53 39.5%
KB1104 3.93 1.31 33.4%
KB1141 3.36 1.12 33.4%
KB1142 3.52 1.10 31.3%
KB1143 3.33 1.46 43.7%
KB1149 2.79 0.87 31.3%
KB1186 2.81 1.21 42.8%
KB1218 2.50 1.16 46.2%
KB1257 2.96 1.05 35.4%
KB1258 3.43 1.13 32.8%
KB1260 2.56 0.00 0.0%
KB1265 3.10 1.04 33.4%
KB1272 2.96 1.05 35.5%
KB1277 1.95 1.16 59.8%
KB1407 2.37 1.03 43.3%
KB1409 2.42 1.29 53.5%
KB1415 2.29 1.15 50.1%
KB1416 2.27 1.15 50.8%
KB1418 2.14 0.91 42.6%
KB1420 2.21 1.06 48.1%
KB1427 2.74 1.58 57.6%
KB1440 2.42 0.80 33.0%
KB1448 2.58 0.25 9.8%
KB1452 2.11 0.74 35.0%


















菌株No. 耐性 菌株No. 耐性 菌株No. 耐性
凝集株
最上位3株 KB290 70.8% KB290 58.6% KB290 35.5%
KB1389 66.9% KB1131 55.4% KB1389 35.5%
KB1584 70.4% KB1140 54.7% KB1567 35.2%
最下位3株 KB1131 61.5% KB1145 49.5% KB1131 33.4%
KB1145 62.5% KB1282 51.9% KB1145 29.3%
KB1282 57.7% KB1389 48.5% KB1282 33.4%
非凝集株
最上位3株 KB885 70.9% KB605 59.3% JCM1059T 56.1%
KB1041 72.7% KB911 57.1% KB1277 59.8%
KB1452 74.3% KB1420 53.5% KB1427 57.6%
最下位3株 KB643 31.2% KB905 29.7% KB605* 30.7%
KB1029 38.7% KB1056 29.5% KB1029* 29.9%





12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 Δ19:0*1 NI*2
胆汁酸無し（蒸留水）
凝集株最上位3株
KB290 0.74% 13.7% 21.2% 4.21% N. D. 12.4% 31.1% 16.7%
KB1389 0.68% 12.0% 20.2% 4.52% 0.73% 14.1% 32.8% 14.9%
KB1584 0.75% 12.2% 20.5% 4.51% N. D. 12.8% 33.9% 15.3%
非凝集株最上位3株
KB885 0.38% 12.4% 18.1% 5.27% N. D. 14.3% 35.4% 14.1%
KB1041 0.50% 12.8% 21.6% 4.74% 0.71% 11.1% 32.4% 16.2%
KB1452 0.22% 8.29% 26.6% 3.33% 0.39% 27.2% 27.0% 6.91%
非凝集株最下位3株
KB643 0.25% 10.5% 19.7% 3.26% 0.42% 33.1% 21.0% 11.9%
KB1029 0.52% 2.75% 11.5% N. D. 0.46% 39.9% 35.0% 9.90%
KB1149 0.25% 9.43% 27.7% 2.61% 1.16% 16.4% 34.8% 7.79%
胆汁酸有り
凝集株最上位3株
KB290 1.12% 2.55% 17.4% 0.35% 14.7% 53.2% 7.30% 3.37%
KB1389 0.98% 2.32% 17.3% 0.47% 15.3% 48.1% 6.72% 8.86%
KB1584 1.32% 3.02% 17.4% 0.71% 15.7% 45.3% 6.45% 10.1%
非凝集株最上位3株
KB885 1.02% 2.56% 17.0% 0.29% 13.2% 50.2% 8.17% 7.52%
KB1041 0.93% 2.52% 20.8% 0.53% 11.0% 49.7% 11.4% 3.27%
KB1452 0.84% 2.61% 18.8% 0.60% 13.0% 47.6% 9.23% 7.33%
非凝集株最下位3株
KB643 0.69% 4.02% 29.0% 1.22% 2.85% 38.6% 16.5% 7.12%
KB1029 N. D. 2.07% 24.4% N. D. 0.88% 37.9% 28.7% 6.10%







12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 Δ19:0*1 NI*2
胆汁酸無し（蒸留水）
凝集株最上位3株
KB290 2.36% 7.63% 42.5% 1.94% 3.28% 40.3% 1.25% 0.95%
KB1131 0.67% 6.28% 37.8% 2.83% 1.69% 44.8% 1.61% 6.26%
KB1140 1.01% 6.84% 42.0% 3.34% N. D. 43.3% 2.70% 1.19%
非凝集株最上位3株
KB605 3.60% 6.38% 43.2% 2.52% N. D. 39.5% 3.12% 1.69%
KB911 N. D. 4.35% 47.0% 1.26% 1.01% 42.4% 3.04% 0.92%
KB1420 1.37% 4.83% 46.6% 1.33% N. D. 43.8% 1.11% 1.02%
非凝集株最下位3株
KB905 0.59% 2.10% 33.0% 2.20% 1.17% 48.8% 10.1% 2.03%
KB1056 2.08% 1.98% 45.3% 3.37% N. D. 37.9% 5.81% 3.67%
KB1072 1.84% 5.00% 20.2% 4.55% N. D. 54.1% 3.19% 11.7%
胆汁酸有り
凝集株最上位3株
KB290 N. D. 1.02% 40.4% N. D. 2.49% 41.2% 8.29% 7.32%
KB1131 N. D. 2.09% 46.3% N. D. 4.79% 37.5% 7.25% 2.31%
KB1140 N. D. 1.23% 43.2% N. D. 7.27% 42.4% 2.52% 3.40%
非凝集株最上位3株
KB605 N. D. 2.38% 46.6% N. D. 3.45% 32.1% 11.5% 4.00%
KB911 N. D. 2.32% 50.5% N. D. N. D. 32.1% 11.5% 3.67%
KB1420 N. D. 1.55% 38.9% N. D. 4.74% 47.8% 7.04% N. D.
非凝集株最下位3株
KB905 N. D. 1.28% 43.0% N. D. 5.36% 36.8% 7.09% 6.63%
KB1056 N. D. 3.84% 39.5% N. D. 2.23% 48.1% 2.98% 3.42%







12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 Δ19:0*1 NI*2
胆汁酸無し（蒸留水）
凝集株最上位3株
KB290 N. D. 8.72% 13.8% 3.02% 0.39% 36.4% 35.9% 1.76%
KB1389 0.55% 8.68% 13.5% 2.55% 1.79% 34.7% 33.1% 5.15%
KB1568 1.12% 8.52% 13.4% 2.37% 2.39% 32.5% 32.4% 7.20%
非凝集株最上位3株
JCM1059T 1.04% 3.20% 11.7% 3.43% 2.77% 34.0% 32.3% 11.6%
KB1277 2.61% 10.6% 24.2% N. D. 2.29% 27.3% 23.0% 10.1%
KB1427 0.29% 8.81% 20.6% 2.80% 1.81% 28.2% 29.8% 7.62%
非凝集株最下位3株
KB605 N. D. 10.3% 13.4% 5.05% 0.92% 29.9% 36.4% 4.12%
KB1029 N. D. 9.28% 11.1% 4.61% N. D. 32.4% 41.2% 1.40%
KB1076 0.42% 6.47% 26.5% 4.23% 3.29% 30.4% 26.7% 2.29%
胆汁酸有り
凝集株最上位3株
KB290 N. D. 3.38% 44.6% N. D. N. D. 33.6% 18.5% N. D.
KB1389 N. D. 2.90% 50.3% N. D. N. D. 29.2% 17.6% N. D.
KB1568 N. D. 1.93% 43.7% N. D. 2.40% 24.1% 26.9% 1.02%
非凝集株最上位3株
JCM1059T 0.63% 2.24% 25.3% 0.54% 7.09% 49.6% 12.9% 1.74%
KB1277 N. D. 4.70% 45.4% N. D. N. D. 37.2% 12.7% N. D.
KB1427 N. D. 2.43% 36.5% 1.10% 4.02% 44.5% 5.24% 6.27%
非凝集株最下位3株
KB605 N. D. 3.47% 42.5% N. D. N. D. 34.0% 20.0% N. D.
KB1029 N. D. 2.58% 34.8% N. D. N. D. 41.9% 19.2% 1.51%

















































































結果は平均 + 標準偏差で表示（n = 3)
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  本章では、日本の伝統的な発酵漬物由来である L. brevis の胆汁酸耐性に、細
胞膜脂肪酸組成がどのように関与するのかを調べるため、MRS 培地と、細胞膜脂肪




酸はグラム陽性菌である L. brevis の細胞膜脂肪酸の組成を反映しているものと考え、
研究を行った。 
MRS 培地で培養した際には、凝集株と非凝集株の胆汁酸耐性の平均に有意な
（P < 0.05）差が認められたことから、凝集株は EPS-b によって、非凝集株よりも胆汁
酸耐性が高かったことが示唆された。MRS培地での胆汁酸耐性と細胞膜脂肪酸を調
べると、凝集株、非凝集株共に胆汁酸耐性の最上位 3 株は、有意に（P < 0.05）不飽
和脂肪酸であるオクタデセン酸の割合を高めた。不飽和脂肪酸は、飽和脂肪酸と比
較して融点が低いため、その存在比が上昇すると、細胞膜の流動性が高まることが














酸であるオレイン酸を含む（Fig. 4-10）。Tween 80 の培地中における役割は、細胞膜
脂肪酸の供給源 79)、細胞膜の透過性向上による生育促進 80)、培地中における菌の
分散による生育促進 81)が主に知られている。一方で、乳酸菌において、Tween 80 が
生育に必須の成分であるという報告もある 82)が、本研究では濁度による生育の平均
が低下した（MRS 培養時と比較して約 66%の生育）ものの、全ての株で生育が確認さ
れたことから、本試験に用いた L. brevis には必須の成分ではないことが示唆された。
しかし Tween 80 を含まないmMRS-A 培地では、非凝集株の胆汁酸耐性が有意に（P 
< 0.05）低下し、凝集株も低下する傾向が見られたことから、Tween 80 の不在によっ
て、胆汁酸耐性に寄与する細胞膜脂肪酸に何らかの影響があったと考えた。
mMRS-A 培地での細胞膜脂肪酸を調べると、MRS 培地での結果と比較して、凝集株









MRS 培地との結果と併せると、Tween 80 がオクタデセン酸の割合を高めた理由とし
81 
 











れている 84, 85)が、本研究では濁度による生育の平均が低下した（MRS 培養時と比較
して約 84%の生育）ものの、全ての株で生育が確認された。従って、MRS 培地に酢酸




















合に EPS-b が有意に（P < 0.05）減少したことから、凝集株の胆汁酸耐性が低下した
ことが考えられた。酢酸ナトリウムが存在しないことにより、EPS-b 量が低下した理由
は、以下の点が考えられる。乳酸菌においては、培地中の酢酸ナトリウムが、細胞内
のアセチル CoA のアセチル基として利用されることが知られている 86)。L. brevis 
KB290、KB1389、KB1584のEPS-bは、第二章および第三章の結果から、グルコース
と N - アセチルグルコサミンで構成されることが判っている。KEGG（Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes）に登録されている、L. brevis KB290 の代謝経
路から推測すると、このうち、多糖して合成される N - アセチルグルコサミンの前駆
体は、UDP - N - アセチルグルコサミンであると推定されるが、この前駆体を産生す
るためには、N - アセチルグルコサミン一リン酸が必要であり、そのためにアセチル
CoAが必要であると考えられる（Fig. 4-11）。そのため、アセチルCoAが欠乏しやすい


























Fig. 4-10 Tween 80の構造式
w + x + y + z = 約20 
84
Fig. 4-11 EPS-bに用いられる N – アセチルグルコサミンの合成経路の推定
二リン酸
N – アセチルグルコサミン一リン酸




















在する。Lactobacillus (L.) brevis はヘテロ乳酸発酵をおこなう乳酸菌であり、乳製品
や漬物、サイレージ、消化管など、様々な場所から分離される。これらのうち L. brevis 
KB290（以下、KB290）はプロバイオティクスとしての性質を有すると考えられている。
しかしプロバイオティクスとして重要な性質である胆汁酸耐性機構について、KB290
をはじめとする L. brevis については充分解明されていない。本研究では、KB290 の凝
集性に着目し、細胞の表層結合型細胞外多糖（EPS-b）と胆汁酸耐性の関連につい





１．L. brevis KB290 の表層結合型細胞外多糖の胆汁酸耐性への寄与とその組成 
L. brevis KB290 について、人工消化液（人工胃液ならびに人工腸液）に対する耐
性機構を調べた。被験菌株として、L. brevis KB290 の他、親株である KB290 からプラ
スミドを喪失することで非凝集株となった突然変異株 L. brevis KB392 を比較対象とし
て用いた。その結果、人工消化液中の L. brevis KB290 は、L. brevis KB392 と比較し
て高い増殖率を示した（Fig. 2-4）。酵素を除去した人工腸液中では、L. brevis KB290
と L. brevis KB392 との増殖率に違いが認められたが、胆汁酸を除去すると、両者の
増殖率に違いは認められなくなった（Fig. 2-4）。ついで、50mM EDTA による EPS-b を
除去する方法を用いて、L. brevis KB290 と L. brevis KB392 を処理した。これらの
EDTA 処理菌体と非処理菌体を、0.2%胆汁酸を含む PBS で 3 時間、37℃で培養し、
処理前後の生菌数を比較した。L. brevis KB290 は EDTA 処理により胆汁酸耐性が低
87 
 
下したが、L. brevis KB392 では低下しなかった（Fig. 2-5）。同様に、EPS-b を除去する
ことを目的として、ホモジナイズ処理を行った菌株については、人工消化液中の増殖
率を求めた。L. brevis KB290 はホモジナイズ処理によって人工消化液における増殖
率が低下したが、L. brevis KB392 では増殖率は変化しなかった（Fig. 2-6）。ホモジナ
イズ処理を施さなかった L. brevis KB290 から抽出された EPS-b 量は KB392 よりも有
意に（P < 0.05）多かった。しかし、ホモジナイズ処理をした L. brevis KB290 と L. brevis 
KB392 の EPS-b 量に違いが認められなかった（Fig. 2-7）。L. brevis KB290、L. brevis 
KB392、EDTA 処理した L. brevis KB290、ホモジナイズ処理した L. brevis KB290 を、
それぞれ酢酸ウラニルで染色して透過型電子顕微鏡で観察した。その結果、L. 
brevis KB290 の周囲には EPS-b と思われる陰影が観察されたが、L. brevis KB392 で
は少なく、EDTA 処理またはホモジナイズ処理した L. brevis KB290 ではほとんど観察
されなかった（Fig. 2-8）。さらに、抽出した EPS-b を酸加水分解後に 4-aminobenzoic 
acid ethyl esterにより標識し、高速液体クロマトグラフィーによって糖組成を解析した。
その結果、L. brevis KB290 の EPS-b は、ほぼ等量のグルコースと N - アセチルグル
コサミンで構成されることが示唆された（Fig. 2-9）。これらのことから、L. brevis KB290
の細胞を覆う形で存在する EPS-b が胆汁酸耐性機構に寄与すると考えられ、EPS-b
はグルコースおよび N - アセチルグルコサミンにより構成されていることが示唆され
た。 
 
２．植物性発酵食品由来 L. brevis の胆汁酸耐性への表層結合型細胞外多糖の寄与 
L. brevis KB290 の EPS-b による胆汁酸耐性機構は、他の L. brevis においても保
有されるのかを検証するために、日本の伝統的な発酵漬物 11 種から分離された 121
株の L. brevis（Table 3-1）を対象として凝集能を調べた。その結果、凝集能を有する 8
株を見出した（Fig. 3-2）。これら 8株を、凝集塊の大きさにより filliform (< 1mm; 2 株)、





large floc 4 株の増殖率の平均値は、非凝集 113 株のそれよりも有意に（P < 0.05）高
かった（Fig. 3-4）。L. brevis KB290 と同様に、凝集 8株の EPS-b 量は、EDTA 処理に
より抽出された多糖をフェノール硫酸法で測定し、グルコース換算で算出した。凝集 8
株の EPS-b 量と人工消化液における増殖率の間には、正の相関（r = 0.78, P < 0.05）
が認められた（Fig. 3-5）。凝集塊の大きさに従って、増殖率も増加する傾向が示唆さ
れた（Table 3-3）。第二章と同様の方法で large floc4 株について胆汁酸耐性を測定す
ると、EDTA 処理により、KB290 と同様に有意な（P < 0.05）胆汁酸耐性の減少が観察
された（Fig. 3-6）。凝集 8株から抽出された EPS-b を酸加水分解後に高速液体クロマ
トグラフィーにより解析した結果、filliform の EPS-b ではグルコースが主要な構成糖で
あり、middle floc の EPS-b ではグルコースと N - アセチルグルコサミンが、そして
large flocの EPS-b ではグルコースと N - アセチルグルコサミンに加えて、N - アセ
チルマンノサミンを有することが判った（Fig. 3-7）。これらのことから、EPS-b による胆
汁酸耐性は L. brevis KB290独自の機構ではなく、日本の伝統的な漬物から分離され
た、凝集する L. brevis に共通する耐性機構であることが示唆された。 
 






および下位から、分離源に偏りがないように 45 株を選抜し、さらに L. brevis KB290、
KB392、JCM1059Tを加えた合計 56 株について、MRS 培地、MRS 培地からオレイン酸
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（Tween 80）を除去した改変培地（mMRS-A 培地）あるいは酢酸 Naを除去した改変培
地（mMRS-B 培地）を用いて培養した試験菌株について、胆汁酸耐性を調べた。その
結果、MRS 培地で培養すると、凝集株の胆汁酸耐性の平均値は非凝集株の平均値
よりも有意に（P < 0.05）高かった。しかし、mMRS-A、mMRS-B の両改変培地ではそ
れぞれ有意な差は認められなかった（Fig. 4-4）。また凝集株、非凝集株ともに胆汁酸
耐性の平均値は MRS 培地、mMRS-A 培地、mMRS-B の順に高かった。それぞれの





最下位 3 株については組成に変化が認められなかった（Fig. 4-5）。mMRS-A 培地で
は、非凝集株の最上位 3 株についてノナデカン酸（C19:0）の割合が有意に（P < 0.05）
増加したが、その他の組成に大きな変化は認められなかった（Fig. 4-6）。mMRS-B 培
地では、凝集株の最上位 3 株のヘキサデカン酸（C16:0）の割合、非凝集株の最上位
3 株の C18:1の割合および非凝集株の下位 3 株の C16:0 の割合が、それぞれ有意に
（P < 0.05）増加した（Fig. 4-7）。培地成分の欠如が、凝集株における胆汁酸耐性に与
える影響を調べるために、MRS 培地と各改変 MRS 培地における EPS-b の産生量を
比較した。その結果、MRS培地、mMRS-A培地ではそれぞれの株のEPS-b産生量に
大きな変化を認めなかったが、mMRS-B 培地では産生量が有意に（P < 0.05）低下し
（Fig. 4-8）、凝集能が著しく低下した。これらのことから、漬物由来の L. brevis は胆汁
酸耐性を獲得するために、細胞膜脂肪酸の組成を変化させ、C18:1 の割合を高める
ことにより細胞膜の流動性を上げ、その結果、胆汁酸耐性を獲得していることが示唆
された。また、第三章同様に、凝集する L. brevisの EPS-b 産生が胆汁酸耐性に寄与






本研究では、すでにプロバイオティクスとしての性質を有する L. brevis KB290だけ
でなく、日本の伝統的な発酵漬物から分離された、凝集能を有する L. brevis の胆汁
酸耐性機構について、EPS-b が寄与する可能性があることを見出した。本研究により
明らかになったこれらの知見は、凝集能を有する、日本の伝統的な発酵漬物由来の
L. brevis が、有望なプロバイオティクスとしての候補であることを示している。一方、L. 
brevis はヘテロ発酵であるため、発酵そのものの制御や、流通における味の変化防






brevis KB290 において、凝集能に関係すると考えられる EPS-b が作用物質の可能性
があることが示唆されている（岸論文）。一方で、EPS が免疫賦活作用を有するため
には、リン酸基などを含む酸性多糖であることが重要であると報告されている（新文
献 2、3）。本研究において見出された凝集株の EPS-b についても、L. brevis KB290 と
同様に、宿主のインターフェロン-α産生能の向上や、NK 細胞の活性化など、免疫賦
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